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本実験 に お い て ， 各種抗癌剤 の と 卜骨肉腫由来培養細胞株 の 細胞回転 に 及 ぼ す影響 に つ い てflo w
cytorn etry を使用 して研究 した ． 抗癌剤は 骨肉腰 に 臨床上 よ く使用 さ れ て い る adria mycin くA D RI， Vin －
cristin eくVCRI， 及 び m ethotr e x ate くM T Xlを も ち い た ． また ， オ ー ト グ ラ フ イ ー ， 細胞像， 細胞数変化
に よ り D N Aヒ ス トグ ラ ム と細胞動態 の 相関 に つ い て も調査 した． A D R は濃度依存的に 作用 を した が， し
か し， 低濃度 で は 時間依存的に 作用 した ． V C R は低濃度で は M 期延長， つ ま り 可逆的有糸核分裂阻止作
用 を認め ， 高濃度で は G， 期の 延長 と S 期で の 殺細胞効果を認 めて お り ， 濃度依存的に 作用 して い る事が 証
明さ れた ． M T X は Gl 期の 延 長， 及び S 期 か らの 移行阻止 が観察 され ， そ の 結果， S 期で の syn chr o niz a－
tio nをき た した ． 二 剤併用 投与 に お い て は 一 剤の み の 作用 機序が優位 に 出現 した． 以 上 の 結果 に よ り， 化
学療法 に 際 して は， 各薬剤の 細胞 回転 に 及 ぼ す影響 を考慮 して， 投与ス ケ ジ ュ ー ル を決定す る べ き と考 え
る
．
Eey w ords oste os a rc o m a， hu m a ntu m or cell line， a ntic a n c er agent， C ell
CyCle， flo w cyto m etry
悪 性腫 瘍に 対す る 化学療法は抗癌剤多剤併用投与の
有効性が， Li ら1l， に よ り指摘さ れ て 以来， に わ か に 注
目さ れ る よう に な っ た ． しか しな が ら その 多く は， 臨
床上 有効性が認 め られ た複数の 抗癌剤 を経験的に ， あ
る い は個々 の 生化学的作用機序 を背景 と し て 組合せ て
用 い られ て い る 現状 に あ る．
一 方 ，近年 Br u c eら2I，Sinclair3I， 及 び W he ele rら4I，
に よ っ て抗癌剤の細胞回転に 及 ぼ す 影響が論 じ られ る
よ う に な り， こ の 方面か ら， よ り効率的な併用投与法
が再検討さ れ るよ う に な っ て き た． しか し， 従来 の 細
胞回転の 解析 は， アイ ソ ト ー プ標識細胞の 経時的変化
を利用 した ， い わ ゆる オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ 一 法， あ
るい は細胞回転 に お け る各期の 細胞重 量 の 差を利 用 し
た細胞沈降分離装置に よ るも の で あ り， 手技的に き わ
めて 煩雑で ， し か も長時間を要 し， ま た精度の 上 で も
難点が あ る と み られ て い た． 近年， 細胞 回転期の 各期
に お け る細胞内 D N A 量の 差 異 を利用 し， fe ulge n核
染色 した の ち の D N A螢光量測定に よ っ て， 各期に お
け る細胞数 を算定 する 顕微分光測定法が考案 され た．
そ の 後， Va n－Dilla ら5一に よ っ て， コ ン ピ ュ ー タ ー 解析
を可 能 に した no w cyto m ete rくD NA 瞬間自動測定装
置ナ が開発 さ れ る に 至 り ， 細胞回 転に お け る各期の 細
胞量 の 把握が 正確 か つ 短時間 に 可能 と な っ た ． こ れは，
Krisha n ら61， つ づ い て高本 ら7Iに よ っ て， 抗癌剤の細
胞回転 に 及 ぼす 影響の 解析 に 利用 され ， その 有効性が
立 証さ れ た．
今回 ， 著 者は骨肉腫 O S T株 を用 い て， 臨床上 ， 骨肉
腰 治療に よ く反 応す る と して 使用 さ れ て い る， adria－
A bbr eviation s ニA D R， adria mycini F C M，flow cytom etry iG。， Gap。i Gl ， Gapl i G2 ， Gap2i
私 T d R， 私 thymidin ede o xyribos e三 LI，1abelingindex ニ M ， mitotic pha se三 MI， mitoticindex 芸





































































































mycin， Vin c ristine， m ethotr e x ate の 3剤 をそ れ ぞれ
単独投与も し く は2 剤併用 した場合 の 細胞回転の 様相 対象 お よ び方法
に つ き flo w cyto m etry を中心 に 観察 する と と も に ， I ． 腫 癌細胞
オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ ー l 細胞所見 及 び 生細胞数の 昭和39 年 以来， 当教室で 継代維持され てい る ヒ ト骨
測定な どの 解析 を行 っ て， 骨肉腫 へ の 投与法の 基 礎的 肉腰由来培養細胞株 くO S T孝和 を使用 し た く写真 1コ．
検討 を行 っ た ． I王． 抗癌剤の 種 類と用 量
48 hr after subcultu r e
96 hr afte r s ubc ultu r e
Photo． 1 M icro s c opic alfindings ofc ultu r ed O S Tcell lin eくHe m atoxylin －Eo sin staini X1501
buffer s aline三 R PM I 1640， Rosw ell Park Me m orial Institute M edia－1640ニS， D N Asynthetic
Pha sei V C R， Vin cristin e．
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1 ． 種 類
adria mycin くA dria cin， 協 和 醸 酵， A DRI， Vin －
cristin e くOn c ovi， 塩 野 義， VCRI， m ethotre x ate
くM ethotr e x ate， 日本 レ ダリ ー ， M T XJ を そ れ ぞれ 使
用 した
．
2 ． 用 量
各薬剤 は， 生理 食塩水 に 溶解 し， それ ぞ れ 1，000声gノ
ml， 100p glml， 10JLgIml，1FLglml，0．1FLglml及び 0．
01ノ上gノml濃度液 を調製 し， こ れ らの
一 定量 を 培養液
20mlに 添加し， 薬剤の 作用濃度 が 50ノ椙ノml， 5ノノgノ
ml， 0．5JLglml， 0，05JLglml， 0．005JLgノml， 及び 0－0005
声gノmlと なる よう に 薬剤含有培養液 を調製 した ． 本実
験 で は細胞増殖の抑制 を認 め た 最小 有効濃度 を低濃
度， その 10剖量 を中濃度， 100剖量を高濃度 と して表
現したく表う． また， 2剤併用は各低濃度を組 み合せ て 同
時に 作用 さ せ観察 した．
HI． Rl標識物質
thymidim e仁6－ 3Hコく3H －TdR，5．OFLCiノm olel を使
用 した．
工V ． 細胞培養
1 ． 培 地
市販の合成培地 R P M 王1640くニ ッ ス イ製粉1 に コ ウ
シ 血清く56
0
C， 30分間非動化う を20％濃度 に 加 えた培




C下で 96時間培養 した細胞集団を Ca
廿 ． M g
廿
を除 い た Dulbe c c oリ ン 酸緩衡塩類溶液くP B Sうに て 洗
浄後， トリ プ シ ン処理 を行 い ， 800rpm 5分 間遠心 し
た
． 沈澄 を直 ち に 15句 20XlO4個ノml の細胞濃度 と な
る よ う に ， 前記の培養液中に 再浮遊 した ．
3 ． 培 養
flo w cyto m etryくF C MJ に は 75c m2ディ ス ポ ー ザ ブ
ル 培養瓶くCo r血1glに細胞浮遊液2 0ml を， オ
ー ト ラ
ジ オ グラ フ イ ー な らび に 細胞形態観察 に は 7 c m
2ス
ラ イ ド ガラ ス 付き デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル 培養瓶くFalc o nう
Table
に 3 ml を そ れ ぞれ 分注 し， 密栓後 370C下 に て 培養し
た ．
V ． 観察方法
1 ． F C Mに よ る D NA ヒ ス ト グ ラ ム の 作成
薬剤の 添加 また は 無添加培地中で所定時間培養した
細胞は前記 の よう に 処理 し て 細胞浮遊液と し， 遠心 後，
細胞 を25％メ タ ノ ー ル 1 r11 に て 固定 し た． 次 い で
0．005％pr opidiu m iodide．0．1％sodiu m citr ate 溶液
4 ml を注入 し， 冷暗所で 20 分間放置 し細胞核 を染色
し た 後， flo w cyto m ete r tIn stru m e nts cytograf
syste m 50 月Iを使用 し， 細胞数約 15XlO
4偶 に つ い て
D N Aヒ ス ト グラ ム を求 めた ．
2 ． オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ
ー
3H －T d R を 0．5jLCilmlの 濃度 に な る様 に 添加 し，
c u m ulativ elabeling 法に よ り ge n er atio n tim eを算
出 し た． ま た 30分感作 の puls labeling 法 に よ り
1abelinginde xくLIl を求め た ．
3 ． 細胞 の 形態観察
所定の 条件下で培養 し た細胞 は P B S溶液 に て洗 浄
後 96％ エ タ ノ ー ル 固定 し， ヘ マ ト キ シ リ ン 山エ オ ジン
染色 を施行 した． 染色標本 に つ い て は細胞 3．000個を
検鏡 し， mitoticinde xくM Ilを求 める と共 に 形態学的
変化 に つ い て 観察 した．
4 ． 生細胞数の 算定
生細胞 は try pa nblu e e x clu sio nte st に よ り算定し
た． すな わ ち， 培養細胞 は遠心， 洗浄後， 0．1％try pa n
blu e液 に 浮遊 せ し め， 生 細胞数と死 細胞の 比 率を測定
した
．
一 方 ， 自動血 球ア ナ ライ ザ ー くコ ー ル タ ー ． エ
レ ク トロ ニ ー クス1 に よ っ て総細胞数を求 め， こ れ に
対す る比率 に よ っ て 生細胞数 を算出 した．
5 ． 観察 時期
O S T株 の ge n a r ation tim eが 41時間で あ る こ と を
考慮 し，薬 剤と接触せ しめ て か ら 24 時間後， 及 び 48時
間後 に ， ま た， 薬剤除去 し てか ら 48時間後 に ， 各測定
を行 っ た ．
Gr o up Antic a n c er agent
Lo w Dos e M id dle Do s e High Do s e
p glml p gノml p gJml
Antibiotc A D R O．05 0．50 5．0 0
Vin c aalkaloid V C R O．005 0．0 5 0．50
Antim etabolite M T X O．05 0． 50 5．00
骨肉腫由来培養細胞 の 細胞 回転 に 及 ぼ す抗癌剤の 影響
成 績
工 ． 培養 ヒ ト骨肉 細胞の 増殖と細胞 回転
1． D N Aヒ ス トグ ラ ム
継代直後 の 骨 肉腫細胞群 の D N Aヒ ス ト グ ラ ム は
Gl期細胞群くG．期う に 大き な ピ ー ク をも つ 単峰性の パ
タ ー ン を示 し たが ， 24時間後で は S 期細胞群くS期ン，
G2＋ M 期細胞群くG2＋ M 期lの 増加が認め られ， G2＋
M 期に か け ての ス ロ ー プが 出現し， 48時間後 ， 及 び 72
時間後で は さ ら に S 期， 及び G2＋ M 期が 増加す る と
共 に Gl期 に 大き な ピ ー ク を有す る 2 峰性の パ タ ー ン
に な っ た ． 72時間後 は再度， S 期， 及 び G2十 M 期の 減
少傾向が み られ ， 1 20時間後で は 完全に 継代直後 の パ
タ ー ン に 一 致す る像 を呈 した ． 細胞回 転と D N Aヒ ス
ト グラ ム の 関係 を図1， 2に 示した ．
2 ． オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ ー
O S T細胞の 継代培養48時間後か ら 96時間迄 に お
け る ge n e ratio n tim eを解 析 し た と こ ろ 41時間 で
あ っ た ． ま た， 24時 間毎の puls elabeling に て LIを
算出す る と培養24時間後に 最高値 を示 したが ， ， 以後
軽度 に 低下 し， 48時 間後か ら 96時間後 に か け て 一 定
値 を示 し， さ らに 長時間経過 する と 漸次減少傾向を示
した く図 2う．
3 ． M 工 と細胞所見
M工 は培養48時間後 か ら 96時間後 まで ほぼ 一 定 し
た高値 を示 し， 以後漸次減少 したく図 2I． ま た， 培養
24時間後の組織像で は紡錘形細胞が大部分 を占め， 巨
細胞が 散見さ れ た． 96時間後頃か ら集落形成 を認 める















J し ． ．1 r ．J
トb．l一 別扇ding Dividing
Com匹rlm e nt Co mpa rtm e nt
1187
し増加の 傾向を呈 した く写真 い ．
4 ． 生細胞数
培養 24 時間後の生細胞 は培養直後の それ と 大差が
な い が ， 48時間後か ら指数函数的に 生細胞の増加 が認
め ら れ， 96時 間後 に は細胞増殖 は平衡状態 と な っ た
く図31．
II． 培養 ヒ ト骨肉腫細胞の 細胞回転に 及 ぼす抗癌剤
の 影響
1 ． 単剤の 影響
い A D R
り D N Aヒ ス トグ ラム
低濃度で は経時的な Gl期の減少と G2＋M 期 の 蓄積
を認 め， 薬剤投与 48時間後 に お ける 対照と の比較で
は， Gl期と G2十M 期の ピ ー クが 逆転 した パ タ ー ン を
示 した ． 培地 か ら薬剤を除去 して 48時間後 に お い て も
G2＋M 期の 増加が観察 さ れ た ． 申渡度 で は経時的 に
Gl期の 減少 と S 期の 増加が認 め ら れ， 薬剤投与48時
間後 で は S 期 に ピ ー ク を 有す る 単峰性 の パ タ ー ン を
示 した ． しか し， 薬剤を 除去 して 48時間後 に は G2＋ M
期 の みの ピ ー ク を有す る単峰性の パ タ ー ン を呈 した．
高波度で は 24時間後， 及 び 48時間後共 に対照と ほ ぼ
同様の パ タ ー ン を示 した． しか し， 薬剤除去 して 48時
間後で は 生細胞 は存在せず， ヒ ス トグラ ム作 製は不能
であ っ た く図4う．
iり Ll
低濃度で は 24 時間後 に は 18．5％と対照 に比 較 し て
減少 し， 48時間後に は さ ら に 減少 し て 12．3％ で あ っ
た ． 中濃度で は 24時間後 に 68．5％と高値 を示 し，48時
間後 に 32．3％と約半数 に 減少 したが ， 対照 に比較 し て
GELL CYCLE
Fig． 1－ Co r relatio nbetw e enD N A histgra m a nd c ellcycle phas e s． 2C．diploidi 4C， tetr a－
ploid．
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なお 高値 であっ た ． 高濃度で は 24時間後， 48時間後共
に 0％で あ っ た く図 り ．
iiり M 工と細胞所見
A D Rの低濃度作用下で の 24時間後 の M 工 は 0．3％
と低値 を示 し， 48時間後で は 0％と な っ た ． 中濃嵐
及び高漉薬 での 24時間後，48時間後の M I は共 に 0％
で あっ た ． また， 経 時的， 濃度依存的に 細胞 の 萎縮傾
向と pykno sis の増加が 認め られ たく図4， 写真2 AI．
iマう 生細胞数
A D R の低濃度 の 24時間後の 算定 で は， 対照 に 比較
し て 生細胞数は減少 して い た が ， 以後減少傾向は な く，
薬剤 を除去 し て 48時間後 で は む し ろ増加の 傾向が認
め られ た． 中濃度の 24 時間後の 生細胞 は低濃度と ほ ぼ
同様 の 経過 で あ っ た が， 48時間後 に お い て も な お減少
して お り， 薬 剤除去 して 48時間後 で も増加傾向 はな
か っ た
． 高濃度で は前 2者に 比 し， さ らに 生細胞数の
減少が著 しく ， 薬剤除去 して 48時間後で も生細胞は
ま っ た く認め られ なか っ た く囲5う．
2う V C R
り D N Aヒ ス トグ ラ ム
低濃度作用下で は G2＋M 期 の経時的な蓄積傾向を
呈 し， Gl期 と G2＋ M 期 に ピ ー ク を有 す る 2峰性 の パ
い 2 7． O
M 1 1． 0
し1 2 6． 3
M 1 1－ 5
Fig． 2． Profile sof D N A histogr a mpat te rn s a nd cha nge sinlabelingindexくLIla nd mitotic





骨肉腫由来培養細胞の 細胞 回転に 及 ぼす 抗癌剤の 影響
タ ー ン を示 した ． 薬剤除去48時間後で は対照 と同様 の
パ タ ー ン に 復 した． 中濃度， 及 び高濃度の 24 時間後 で
は G．期， 及 び S 期に ピ ー ク を有す る 2峰性 の パ タ ー ン
を示 し， S 期の ピ ー クが Gl期の ピ ー ク よ り高 く出現し
た
．
48時間後 も 2峰性の パ タ ー ン を示 した が ， S 期と
Gl期の ピ ー ク の高 さ は同等で あ っ た ． 薬 剤除去 48時
間後 で は S 期 の 上 昇 を 認 め る が 対 照 と 類似 し た パ
タ ー ン と な っ た く図6う
．
iり LI
V C R を各漉度で作用 せ しめた 場合 ， 24時間後の L王
は対照 と ほ ぼ同様 で あ り， 48時間後で軽度 に 低値を示
した に 過 ぎなか っ た く図 6う．
iiり M 工 と細胞所見
低濃度作用下， 24時間後の M l は対照の約2倍， 48
時間後 で 約 3倍 と高値 を示 した． 中濃 度， 及 び高濃度
作用下で は 24時間後 で約 50％が 分裂期を思わ せ る細
胞群であり． 48時間後 で は多数の p ykno sis が 出現し
た く図6， 写 真 2 即 ．
ADR
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Fig． 3． Gr o wth c u rv e of O S Tc e11 1in ein c ultu re．
Ea ch v alu e repr e se ntsthe m e a n士S Dof 5studys．







Fig． 4． D NA histograms of O ST c ells tr eated with A D R in cultu re． T he O S Tc ells w e re
e xpo s edto A DR at37
0
C for 24hrくGro up りa nd fo r48hrくGr o upIり． T he c ells of Gr o up




倍濃度下 で は軽度 に 増殖抑制が認め ら れ たが ， 薬剤
除去後に は生細胞数の 急増 を呈 した ． 中濃度， 及 び高
濃度下で は 24時間後， 48時 間後 と経時的 に 細胞数の
減少 を示 したが ， 薬剤の 除去後 は む し ろ増加 の傾 向が
あっ た く図7う．
3つ M T X
iI D N Aヒ ス トグ ラ ム
M T Xの 低濃度， 中濃度， 及 び 高濃度下 い ずれ の ヒ ス
トグラ ム に お い て も， 24時間後 に G2 ＋ M 期 の著明な
減少と S 期の 低下が み ら れ， G．期， 及 び Gl－ － S 移行期
か らな る単峰性 に 近い パ タ ー ン を示 した ． 48時間後に
な る と僅か に S 期の増加が認 め ら れ， 薬剤除去 48時
間後で は対照と同程度 に 回復す る傾向が み られ た く図
81．
il Ll
所定の M T X濃度の い か ん に か か わ ら ず， L工は 24
時間後 で 対照の約 1．5倍， 48時間後 で約 3倍の高値 を
Group I
Co ntr ol
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く0．00 5月 gノ mり
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Fig． 5． Gr o wth pr ofile s of O S Tc ells tre ated with
A D R in v a rio u s c o n c e ntr atio n s．




















Fig．6． D N Ahistogr a m s of O S Tc ells tre ated with V C R in c ultu re． T he O S Tc ells w e re
e xpos edto V C Rat37
0
C fo r24hrくGr o up り a nd fo r48hrくGr o upIIl． T he c ells of Gr o up
IIw e r e c o n se c utiv ely cultured， afte r elimin ating V C R，in fr esh m ediu m for48hrくGr o up
I恥
骨肉腫由来培養細胞の 細胞 回 転に 及 ぼ す抗癌剤の 影響 1191
Photo ． 2． M icr o s c opic al findings of O S Tc ells
tre ated with antic anc e r age ntsin cultu r e．
A， 48hr aftertre a m ent of 5．00p gA D Rlmlこ
B， 24hr aftertre atm e nt of O．5JLgV C Rlmli
C， 48hr， aftertre atm e nt of5．00JJgM TXlmlニ
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Fig． 7． Gro wth profile s of O ST c ellstre ated with
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Fig． 8－ D N A histogra m s of OST c ellstr e ated with M TX in c ultu r e． T he O S Tcells w e re
e xpos edto M T Xat 37
0
C fo r24hrくGr o up りa nd fo r48hrくGro upIIl． T he c ells ofGro up
IIw er ec o n s e cutiv ely c ultu red， afte relimin ating M T X，in fre sh m ediu mfo r48hrくGr o up
IIIう．
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Fig． 9． Gr o wth pr ofile sof O S Tc ells tr eated with
M T X in va rio u s c o n c e ntr atio n s．
示 した く図8う．
iiり M 工と細胞所見
作用 濃度 の い か ん に か か ら ず M 工 は経時的 に 減少
し， 均 一 化 した細胞集団とな り， 細胞像 で も と く に 変
化 はな か っ た く図8， 写真 2 Cう．
ivう 生細胞数
各濃度， 共に 同様 の 経過 をと り， 24 時間後 で は軽度
減少 した が 48時間後 で は減少 を認 めず， 薬剤除去後は
急増 した く図9う．
2 ． 2剤併用 の 影響
1I A D R と V C Rの 併用
iう D N Aヒ ス トグ ラム
A D R と V C Rの 共存下 24時間後の ヒ ス トグ ラ ム で
は Gl期 の 減少， G2＋ M 期 の 増加 に よ っ て 同位 の ピ ー
ク を有す る 2峰性 と な り， 48時間後で は G2 ＋M 期の
著 しい 蓄積 を示 す単峰性の パ タ ー ン と な っ た ． 薬剤除
去後 48時間後 に な る と Gl期， G2＋ M 期の 蓄積 が みら
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Fig． 10． D N A histogra ms ofO ST c ells tre ated with c o mbinatio n of A D R， V C Ra nd M T X




くGr o up り
a nd fo r 48hr くGr o upIり． T he c ells of Gr oupII w e re cons e cutively cultured， after
elimin ating c o mbin atio n agents，in fr esh m ediu m for48hrくGr oup工m．
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Fig－ 11． Gr o wth pr ofile s ofO ST c ells tr e ated with
V a rio us c o mbin atio n of A D R， VC Ra nd M T X in
C ultu re ．
1193
iiう Ll
作用 下 24時間後 の L工 は対照と ほぼ 同率で あ り， 48
時間後 で は 対照 に 比 較 して や や 減少の 傾向 を示 し た
く図101．
iiil M I と細胞所見
VCR の 中濃度， 及 び高濃度作用下で 認め られ た 分裂
期 を思わ せ る細胞が少数出現 した た め， M 工は測定不
能 で あ っ た ． ま た， 萎 縮 し た 細胞 が 多数出 現 し，
p yku n o si は増加傾向が認め られ た．
ivコ 生 細胞数
経時的 に 減少傾向に あ る こ と を観察 したが 薬剤 を除
去 して 48時間後で は変化は な か っ た く図11う．
21 A D Rと M TX の 併用
り D N Aヒ ス ト グラ ム
A D R と M T X を同時 に 作用 せ しめ た場合， 作用下
24時間後， 48時間後， 共 に G2十 M 期 の 著 しい 低下 を
1194 平
伴 っ た単峰性の パ タ ー ンが 示 さ れ た． しか し， 薬剤除
去 し て 48時間後 に な る と S 期 と 共 に G2＋M 期 の 増
加が み られ ， 2峰性の パ タ ー ン と な っ た く図 101．
iり L工
経時的に u は高値 を示 し， M T Xを単独 に作 用せ し
めた 場合と同 一 の経過を呈 した く図 10つ．
iiり M l と細胞所見
M I は漸次減少 し， 48時 間後 に は 0％と な り M T X
単独作用 と 同様の 細胞像が み られ た ．
iマ1 生細胞数
経時的 に 減少傾向に ある こ と が観察 され た が薬剤除
去 して 48時間後で はむ しろ増加傾向が認 め られ たく図
111．
31 M T X と V C Rの 併用
り D N Aヒ ス トグ ラ ム
M TX と V C R を同時に 作用 せ しめ た 場合， 24 時 間
後 の D N Aヒ ス トグ ラ ム で は S 期 の 増加 に 伴 う 特徴
的 な 2峰性 の パ タ ー ン が み られ ， 48時間後 に お い て も
ほ ぼ同様 の パ タ ー ン が 示 さ れた ． 薬剤を除去 して 48時
間後 に な る と Gl期 の 蓄積と G2 ＋M 期の 出現 を認 め，
対照 に 類似 した パ タ ー ン と な っ た く図 10う．
iiう L工
作用 24時間後 ， 及 び 48時間後 の L工は対照 に 比較
して軽度に 高値 を示 した く図10う．
iil M I と細胞所見
作用 24時間後 に V C R を中濃度あ る い は 高濃度 に
せ しめた 場合 に 観察され た 分裂期様の 細胞 が多数出現
し， 48時間後 に は こ れ らの 細胞 と とも に p ykn o sis が
多数出現 した． しか し， M I は測定不能 で あ っ た ．
ivン 生細胞数
緩時的に 減少傾向が認 めら れ， 2剤併用 中， 最大の
増殖抑制効果を示 した． しか し， 薬剤除去 して 48時間
後 に は増加， ま た は減少傾向は み ら れ な か っ た く図
1 1I．
考 察
工 ． O S T棟の 増殖と細胞回転
D N Aヒ ス トグ ラ ム に 見られ る S 期， G2＋ M 期の 細
胞数の推移は L工， M 工の 推移 と 同 一 傾 向に あ っ た ． ま
た ，一経時的変化 では 培養 48時間後 か ら 96時間ま で の
間で は指数函数的増殖 を示 し， D N Aヒ ス ト グラ ム で
も S期， 及び G2＋ M 期の 細胞数 は ほ ぼ 一 定 して い た．
こ の こ と は O S T株の G。期細胞集団 は最少 で あ り， S
期， G2期， 及 び M 期の 細胞集団が最大と な り， 細胞 回
転が順調 に 進行 して い る時期 と思わ れ る． 従 っ て抗癌
剤の細胞回転に 及ぼ す影響 を検討す る上 で 好適の条件
と み な され た
．
I工 ． 諸種抗 癌剤の O S T株 の 細胞 回転 に 及 ぼ す影響
1 ． A D R
一 般 に 抗癌性抗生物質 は D N A合成 の み な ら ず
R N A合成 をも 阻害 す る た め， 細胞回 転の 立 場 か ら み
て cycle pha s e n o n－ Spe Cific な薬剤 と して 考え られ て
き た
．
しか し， Kim ら
8I
， 及び Krisha nら61は S 期細胞
が A D Rに 強 い 感 受性 を有 す る こ と を 報 告 し，
Dre winko ら91は S 一 寸 G2移行 期に 強 い 感受 性 を示 す こ
と を， また Ba rr a n c oら
1 01は M 期， 及び e a rlyS 期が
も っ と も強 い 感受 性 を示 す こ と を報告し て い る ． これ
ら各研究者 の 報告 に は多少 の 相異は あ るが ， 最近で は
A D R はcycle pha s e spe cific な薬剤と し て の 特 徴を
も有す る も の と考 え られ て き て い る ．
今 回え ら れ た著者 の 実験成績 で は， A D Rの 低作用
濃度 の D N Aヒ ス トグ ラ ム は 軽時的 に G2＋ M 期 の 集
積 を示 して い る が， L工， 及 び M 工で は経時的に 減少傾向
が み ら れ て い る
．
こ れ は G2十 M 期の 集積 に よ る 相対
的 な減少 とみ な さ れ， G一期，S 期で の 細胞回転上 の 通過
障害 はな く， G
2
期に 至 っ て細胞回転が 停止 して 殺細胞
効果が あ らわ れ た もの と考 え られ た． A D Rの 中濃度
の D N Aヒ ス トグ ラ ム で も ， 経時的に S 期の 集積， LI
の高値が み られ た が ， MI， 生細胞数が減少 した こ とか
ら S期 で細胞回転の進行が停止 し， 殺細胞効果 を示 し
た も の と み な され た． A D Rの 高 濃度の D NA ヒ ス ll
グラ ム は対照 の それ と ほ ぼ同様で あ る が， L工， 及 び M I
が 共に 0％で あ っ た と こ ろ か ら， Krisha n6I， 高本 ら71の
報告の ご と く完全な細胞 回転 の 停止 が観察 され た ． さ
らに ， 薬剤除去後 に も 生細胞 の 存在が認 め られ な か っ
た こ と か ら ， 高濃度 で は細胞 回転上 の 各期 に 関係な く
殺細胞効果 を 示 し たも の と 考え られ た ． 以 上 を総括す
る と， 生細胞 の 測定値か ら み て も A D R は濃度依存性
を有す る事 は明ら か で ある が ， 低濃度， 及 び 中濃度で
は Gl期の 延 長な どは認 め られ ず， 細胞 回転か らみ た場
合 は時間依存性 を有す る 一 面 もあ る と み な され た ．
2 ． V C R
本剤 の 作用 機序 に つ い て ， Cr e a s ey ら 川 は 2 つ の 異
な る作用 点 を指摘 して い る． その 1 は ， 可 逆的 な分裂
阻止作用 を示 す こ と で あ り， そ の 2 は， D N A依存性
R NA ポ リ メ ラ ー ゼ 系に 関与 し， R N A合成 を抑制す る
作用 で あ る． また ， 細胞回 転 に お い て ， どの 期が V C R
に 感受性 を有 す る か に つ い て ， M ado c－Jo n esら1 21は S
期が も っ と も 強 い 感受 性 を有 す る こ と を報告 してtl
る
． 著者の 実験で は， V C R は低濃度 の D N Aヒ ス ト グ
ラム は ， 24 時間後で も 48時間後 で も ， G2＋ M 期の 蓄
積が 認め られ ， 後者で は， 前者よ り大 で あ っ た が， 必
ずし も G2＋ M 期の 経時的な増加 と は い え な い よ う で
あ る． 細胞所見で は mito sis は増加が 著明 で ， D N Aヒ
骨肉腫由来培養細胞 の 細胞回転 に 及ぼ す抗癌剤の影響
ス ト グ ラム で の G2 十M 期の 蓄積 の主成分は ， M 期細
胞集団で あ る こ とが 示 唆され た ． 生細胞敷か ら み ても
増加傾向が あ り， と く に 薬剤除去後 に 著 しい 増加が 認
め られ た こ と か ら， M 期に よ る延長 か ら M 期の 細胞
集積と考 えら れ， John s o nら1 31に よ っ て報告 され た よ
う に ， 可逆的な 分裂阻止 を き たす 可能性が 示 唆さ れ た．
V C R の中濃度， 及び 高濃度の D N Aヒ ス ト グラ ム を み
ずと Gり期，S 期に ピ ー ク を有す る 2峰性の パ タ ー ン が
示 され ， 24時間後の S 期に 比 較 して，48時間後の S 期
が減少 して い る こ と は， 細胞所見， す な わ ち 24時間後
に 出現 した 分裂期様 の細胞 が， 48時間後 に pykn o sis
と な り， 死 滅 した結果で あ る と考 えら れ た． そ して，
LI が対照 と 比 較 し て軽度 に 低値 を示 し て い る こ と か
ら， 1ate S 期細胞回転が停止 した も の と推測さ れ た．
ま た， 24時間後， 4 8時間後 に Gl 期蓄積を き た し， 薬
剤除去48時間後 で は， 対照と類似 し た パ タ ー ン と な
り， 生細胞 が増加 した こ とか ら， G． 期の 細胞群は生存
し続 け る も の と み ら れ た． こ れ は， S kippe rら141が
M T Xに つ い て観 察 し た よ う に R N A， 及 び D N A合
成阻害 を示 す 薬剤で は， R N A合成が行 な わ れ る Gり
期， G2期 で細胞回 転の 遅延， 停止 ， 及 び Go期 へ の移行
に よ っ て， 殺細胞作用 か ら の が れ る場合 が ある と した
tt
pha se spe cific with self lim tatio n
，，の 概念 に 一 致 す
る と思わ れ た ． 総括 す ると ， V C Rの 低濃度 で は可逆的
な分裂阻止 が 観察 され ， 中濃度， 及び 高濃度 で は Gl，期
延長 と S 期 に お け る殺細胞作用 が 観察さ れ ， A D R低
濃度 に お い て 認め ら れ たよ う な細胞回転上 の 時間依存
性は認 め られ な か っ た ．
3 ． M T X
S k ippe rら 川 に よれ ば，
一 般に 代 謝抗抗剤 はttcycle
pha se spe cific
，，
な 薬剤で ある が， D N A合成阻害の 他
に ， R NA， 蛋 白合成阻害 へ の 関与が ある こ と か ら， くtS－
pha se spe cific with self lim tatio n
，，の 薬剤 で ある と
み ら れ て お り， W he ele rら
41は G． 一 S 移 行 期 の
pa rtialsynchr o niz atio n を観察 して い る．
著 者の 実験で は， M T Xの 作用 漉度 と関係 なく ， 濃度
依存性 は認 めな か っ た ． D N Aヒ ス ト グラ ム で み ると ，
24 時間後， 及 び 48時間後 に Gl 期 に ピ ー ク を有 す る単
峰性 の パ タ ー ン が示 され ， S 期の 増加傾向が認め られ
た． L王に つ い て も 同様 の 結果が え られ てお り ， 細胞所
見で も， 均 一 化し た細胞集団を形成 して い た ． 生 細胞
数は 24 時間後 に は減少し た が， 48 時間後 に は 減少な
く， 薬剤除去後， 著 し い 増 加が み ら れ た こ と か ら，
M T X存在下で の 培養初期 に は殺細胞効果 をも た ら す
可能性 は あ る が， 以 後 G． 期 の 延 長， 及 び S 期 の
Syn Chr o niz atio n をき た す も の と 考 え られ た ． こ れ は
前述の S kip perら
1 4切 成績， また ， Tobey ら
1 51が 代謡
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抗抗剤 cyto sin e a rabin o side， hydroxyu r e aに つ い て
観 察 し た よ う に Gl期 － S期 の 移行率 が減少 し た 結
果， Gl一斗 S 移行期に 蓄積 をき た したと の 報告に 一 致 し
て い た
． 以上， え られ た成績 を総括す る と， M T Xの 用
量 はt lhighdo s eM T X，
，
に 匹敵 する 高漉度であっ たが
作用 24時間後 に お い て 殺細胞効果は認 めら れず， ま た
細胞回転 か ら みて ， 曲型 的な時間依存性や ， 濃度依存
性 を示 す パ タ ー ン は え ら れ な か っ た
． 本剤 は Gl期 の
延長と S 期 の synchr o niz atio nを きた す か， ま た は，
G． 一 う S 期 へ の 移行率を減少させ， G． 期 一 S 期移行期
の syn chr o niz atio nを き たす 可能性の ある こ と が 示 唆
され た．
4 ． A D Rと VC Rの 併用
V C Rの 低濃度 で は可逆的 な有糸核分裂阻止作 用 を
観察 し， A D Rの 低濃度で は不 可逆的な G2期の 集積が
観察さ れ た こ と に つ い て は前述 した． A D R と V C Rの
2剤 を同時 に 作用 せ し め る と A D R を低濃度 で 作用 さ
せ た 場合 と同 一 経過が み ら れ， 生細胞数 で も AD R単
独作用 で の そ れ と差異 は なか っ た
．
A D Rに よ る G2期
に お ける細胞 回転停止 の ため ，V C R に よっ て お こ る有
糸核分裂阻止作用 の定型的な パ タ ー ン は み られ な か っ
た ．
5 ． A D R と M T Xの 併用
M T X の作用初期 で は S 期 で の 殺細胞効果が み ら
れ， 長時間作用下で み られ る G． 期延長， 及び S 期， ま
た， Gl － S 期移行期 syn chr o niz atio nに つ い て は前述
の とお り で あ る． A D R と M T X を同時 に作用 せ しめ
た場合の D N Aヒ ス ト グラ ム は， M T X単独作用 でみ
られ た パ タ ー ン と ほ ぼ 同様 で あ り， 薬剤 を除去 して 48
時間後で は AD Rの 低濃度作用 下 で 示 さ れ た パ タ ー ン
と同様で あ っ た ． ま た， 薬剤除去して 48時間後に G2期
の 蓄積が 認め ら れ た こ と か ら， A D R がS 期細胞群 に
作用 し た結果と み な され た
．
こ の こ と は M T Xを 48
時間作用 さ せ た後， 薬剤 を除去し た場合と異な り， 生
細胞数の 増加傾向が認 め られ な か っ た こと か ら も裏付
け られ た ． しか し， 細胞増殖抑制効果に つ い て は， AD R
を 低濃度作 用 さ せ た 場合 と有意 の 差 は な く， 逆 に
M T Xに よ り Gl 期 に停 滞 し た細胞群が A C Rの 殺細
胞作用 か ら の がれ る可能性の あ る こ と が示唆 され た．
6 ． M T X と V C Rの 併用
M T X と VC Rの 2 剤を 同時に 作用 せ しめ た場合 の
D N Aヒ ス トグ ラ ム では， VCR の 中濃度， また は ， 高
濃度 で 24時間作用 せ し め た場合と ほ ぼ 同様 の パ タ ー
ン を呈 し， V C Rの 作用 が優位 に 現われ た こ と を示 し，
細胞像で も V C R優位の 所見が得ら れた ． VCR が 低作
用濃度で あ るの に かか わ らず， V C Rの 中濃鼠 及 び高
濃度作 用 時 の D N Aヒ ス ト グ ラ ム を呈 し た こ と は
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M T Xの 作用 に よ る synchr o niz ation の 結果 ， 集積 し
た細胞群が V C Rに効率的 に 感受性 を示 した た め と 考
えら れた ． ま た， 生細胞数の 点か らみ て も ， 2剤併用
例の 中で 最大 の 抑制効果 をも た ら し た．
以上 O S T株で A D R， V C R， 及 び M T X の 3種の 抗
癌剤 を それ ぞ れ単独に ， また 2剤併用 して作 用 せ し め
た場合の 影響に つ い て検討 した． 従来， 抗癌剤の細胞
回転か ら みた作用機序の 研究は， Sin clair ら31に 代表 さ
れ る よ う に ， まず細胞集団を syn chr o niz atio nに 導き，
各期に お ける 薬剤感受性 を， そ して それ が 時間依存性
か ， ある い は濃度依存性 で あ る か を検討 す る こ と に
あ っ た ． しか し， 細胞回転 に 及ぼ す影響 を検討す る場
合， 各期 の 相互 関係 に も とづ い て解析 す るの が 理 想的
であ り， こ れ は F C Mに よ っ て初 めて 可能と な っ た ． 抗
癌剤 に対 す る癌細胞の感受性 は癌の種類 に よ っ て 異な
る こ と は当然であるが ， 著者の 実験結果か ら は， 濃度
依存性 と して考 えられ て き た A D Rは 時間依存的に 効
果 を発揮す る可能性 の ある こ とが 示 唆さ れ， 時 間依存
性 と考 えら れ て い る V C R は Gl 期 の延長 を き た す こ
と か ら時間依存性と は決 めつ けが た い 結果が え られ て
い る． 以上 の事実 に み られ る よ う に 今後， 薬剤独自 の
作用 機序 に と ら われ る こ とな く， 抗癌剤の 細胞 回転 に
及ぼ す影響 を考慮 した上 で の投与 ス ケ ジ ュ ー ル が決定
さ れ る べ きで あろう ．
一 方， 多剤併用投与の 利点 と して ， 太田1鋸は抗癌 ス ペ
ク トル の拡大， 薬剤耐性細胞の 出現 の防止 ， 相乗効果
の発現 な ど をあげて い る ． 著者 の研究結果で は ， 多剤
併用 に お い て も 1剤の作用機序 が優位 に 出現す る傾向
が み ら れた． た と えば V C R と M T X を併用 し た場合
の よう に ， ま ず， M T Xに よ っ て syn chr o niz ation が 成
立 し， つ い で その 期の V C Rに 感受性 を示 す 細胞が 障
害さ れ る とい うわ け で ある． ま た逆 に ， A D R と M T X
を併用 した場合の ように M T Xに よ っ て Gl 期が 延長
した た め に A D Rの 細胞回転上 の 時間依存性が発揮 さ
れ ず， G工 期 に ある細胞集団が そ の ま ま生存 し続 け る可
能性 のある こ とが 示唆さ れ た ． ま た ， A D R投与後，
M T X を投与 した場合，A D Rを臨床用量 に 匹敵 す る濃
度 で作用 さ せ る と Gl 期の細胞集団 は減少 し， S 期， ま
た は G2期の細胞集団が増加 した． そ の 後， M T X を投
与 す る と S 期の 細胞集団， す な わ ち標的 とな る細胞集
団は少 な い た め M T Xの 効果 が 十分期待で き な い も
の と推測さ れ た． 投与順序を避 に した 場合， ま ず M T X
に よ っ て作 用初期 に S期 の細胞集団が減少 し， そ の
後， Gl 期及び S期 の Syn Chr o niz atio nが お こ り細胞 回
転 が 遅延す る こ と に な る ． そ こ で M T X を除去 す る
と， 再 び， こ れ らの細胞集団は細胞回転 に 動員され ，
A D R の作用 をう け る こ と に な る こ と か ら， 後者の 投
与ス ケ ジ ュ ー ル が併 用 療法 と し て は 有効 と考 え ら れ
た
． 最近，Jaffe ら1 71も 臨床経験か ら
1 t
highdo seM T X，，
療法 を行 っ た 後， A D R を投与 した ほ う が 有効の よ う
で あ る と報告 して お り， 今後の 臨床結果 に 注目 した い ．
結 論
adria mycin くA D Rl， Vin c ristin e くV C Rl， 及 び
m ethotr e x ate くM T Xl の ヒ ト骨肉腫由来培養細胞株
の細胞回転 に 及ぼ す影響 に つ い てflo w cytom etryを
中心 と して解析 し検討 した． その 結果 ， 以 下の 結論が
え られ た．
1 ． A D Rの 細胞増殖抑制作用 は濃度依存的 に 認 め
られ た が ， 臨床的 に 適用 さ れ て い る 用 量で は， 細胞回
転の 面か ら 考察 す ると ， 時間依存的 に作用 す る薬剤と
し て の 特性 を も併 せ も っ て い る こ と が 明 ら か に さ れ
た．
2 ． VCR は濃度依存的 に細胞増殖抑制 を 示 し， 低濃
度で は M 期の 延長 ， すな わ ち可逆的 な有糸核分裂阻止
作用 が 認め られ ， 中濃度， 及 び 高濃度 で は， Gl 期 の 延
長 と S 期 に お ける殺細胞効果が観察 され た ．
3 ． M T X の作用 に は濃度依存性 は認 め ら れ ず， 比
較 的早期 に S 期 に お け る 殺作用効 果 の あ る こ と が 示
唆され た ． そ の 後， G． 期の 延 長と S 期の syn chr olliz a－
tio nが 観察さ れ た．
4 ． 2剤併用 に お い て は， 1剤の 作用 特性が優位 に
出現 し， 特 に M T X と V C Rを併用 した 場合， 著明 に 殺
作用 効果 の 増強が 認 め られ た． 以 上 の こ と か ら， 抗癌
剤の 多剤併用療法 で 最大 の 効果 をう る た め に は， 各薬
剤の 細胞 回転 に 及ぼ す個 々 の 影響 を十分に 把握 し， 抗
癌剤 の 選択， 組合せ ， 投与 ス ケ ジ ュ ー ル な どを慎重に
考慮 す べ き で あ る と考え ら れ る．
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A bstra ct
In t he pr ese nt w o rk， t he effe cts of se v e ral a ntic an c er age nts o nthe c ellcycle tra v e r se of
cultu r ed hu m a n o ste osa rco ma c ell lin e w a sin v estigated u sing flo w cyto m etry ， T he age nts
adopted in t his study w ere adria mycinくA D RJ， Vin c ristin eくV C RJa nd m ethotr e x ateくM T ZJw hich
have be e npr efe rably used in the clinic al che m ot he rap y of o ste osa rc o m a． Auto r adiogr
aphy，
m o rphoIogic alchanges a ndgro wth profile s ofcells w e r e also e x a min ed a s r efe re n c epa r a m et rs of
cell kin etic sin relatio nto D N A histogr am ． The effe ctof A D Rap pe a r ed to bedepe nde nt o ndose
le v el， but at alo w do s eits e e m ed to be tim e
－depe nde nt． V C Rat alo w do se c a u sed a pr olo nga
－
tion of t he du ratio n of M phas e， n a m ely r e v e rsible m etaphase a rr e st． On t
he othe rha nd
，
at a
highdose of VCR a prolo ngation of GI Pha s e a nd c ell killingin S pha s e w e reobse rv ed，indic ating
that the effect ofthis age nt w a sdo se－depe nde nt． M T Xc a u s ed the prolo ngatio n of GI Phas e
du ratio n a nd pre v e nted the r elease fro m S pha s e， r e Sultingl nSy
nChr o niz atio n． In c o mbin atio n of
V C Ra nd M T X，indi vi du alized effects w e r edo min a ntly e xpre ssed －
Fro mt hese re sults， it w a sco ncludedthat c o mbin atio n che m ot he r ap ysho uld de s cheduled by
con sideringt he effe ct ofa ntic a n cer age nts on c ellcycle tr a v e rs e．
